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胆汁の主要構成成分の1つ として知 られる胆汁酸は、ステロイ ド核を有する





大部分が グリシンあるいはタウリン抱合型 として胆管 を経て腸に排泄 され、 こ











中に多量排泄されるようにな り18-20)、また、新生児の胆汁 うっ滞では1位 、4
位あるいは6位 に水酸基を持っポ リヒドロキシ胆汁酸の出現することも明らか
にされている21・23)。このように、胆汁酸の生体内における動態が肝胆道疾患





















従 来 、胆 汁 酸 の生 合 成 系 にお け るC27胆 汁 酸 の 側 鎖 切 断 反応 は 、 脂 肪 酸 と同
様 、肝 ミ トコ ン ドリア画 分 の β酸 化 系 酵 素 に よ って 営 まれ る とさ れ て きた 。1976
年 、DeDuveとLazarow24)によ って脂 肪 酸 の β酸化 系 酵素 が ラ ッ ト肝 臓 のペ
ル オ キ シ ソ ー ム に も存 在 し、抗 脂血 剤 の投 与 に よ り、 そ の活 性 が著 し く上 昇 す
る こ とが 報 告 され 、 これ を契 機 として 本 オ ル ガ ネ ラが 一 躍 脚 光 を浴 び る に至 っ
た 。 ペ ル オ キ シ ソー ム に は 、 カ タ ラー ゼ の ほか 、 数 十 種 の酵 素 蛋 白 の 存 在 が 明
らか に さ れ て い るが 、通 常 、β酸化 系 酵 素 の活 性 が 高 く、脂 質代 謝 に重 要 な役 割
を演 じて い る 。 このた め 、Zenweger症候 群 や 新 生 児 型adrenoleuko・dystrophy
な どのペ ル オ キ シ ソー ム 欠 損 症 で は、 極 長 鎖 脂 肪 酸 が 異 常 に蓄 積 す る よ うにな
る 。1980年 、Pedersenら6)は、 ラ ッ ト肝 ペ ル オ キ シ ソー ム 画 分 に お け る
3α,7α,12α・trihydroxy・5β一cholestan-26・oicacid(THCA)のCAへの変 換 に検 討
を加 え 、 側 鎖 切 断反応 にATP、Mg2+、CoAお よ びNADを 必 須 とす る こ とか
ら、T且CAの 側 鎖 切 断 反応 が 脂 肪酸 の場 合 と 同様CoAチ オ エ ス テ ル を活 性 型 と
す る β 酸 化 反 応 に 準 じ た も の で あ る こ と を 示 す と と も に 、3α,7α,12α,24-
tetrahydroxy-5β一cholestan・26・oicacid(varanicacid、VA)およ び そ の 中 間体 と
して エ ノイ ル 型 中 間体 を ガ ス クロ マ トグ ラ フ ィ ー(GC)ノマ ス ス ペ ク ト ロメ トリ
ー(MS)によ って証 明 し25)、一 連 の 反応 が脂 肪 酸 の β 酸 化 反応 とパ ラ レル に進
行 す る こ とを 明 らか に して い る。 す なわ ち 、THCAあ る い は3α,7α一dihydroxy-
5β一cholestan-26-oicacid(DHCA)がATP依存 性 ア シル・CoAシンテ ター ゼ に よ
ってCoAチ オ エス テ ル に誘 導 され た後26)、ペ ル オ キ シ ソ ーム の ア シル 。CoAオ
キ シダ ー ゼ に よ る24、25位 脱 水 素反 応 を受 け △24体27)、っ いで 二 頭 酵 素 エ ノ
イ ル ーCoAヒドラター ゼ/3一ヒ ドロキ シ ア シル ・CoAデヒ ドロゲ ナ ー ゼ によ り24一
ヒ ドロ キ シ体28)、24一オ キ ソ体 へ と変 換 され た 後 、3.ケトア シル ーCoAチオ ラー


























Hoshitaら28)は、これ らをラッ ト肝軽ミ トコンドリア画分 とインキュベー トす
る と、25位 立体異性体 いずれ か らも24E型 の3α,7α,12α・trihydroxy・5β・
cholest-24-en-26・oicacid(△24-THCA)を生成することを証明し、さらにVAが
カエル(Bonbinaohθ濡a1丞)の胆汁中より単離 した(24R,25R)-VAと一致するこ





と結論している。 しかしなが ら、THCAより△24.T且CAへの変換 における24、
25位脱水素反応の立体化学は、酵素反応で生成する微量な胆汁酸を分離、定量
することが困難なことから、これ までその機構解明には至っていない。
GC、高速液体クロマ トグ ラフィー(且PLC)に代表 されるクロマ トグラフ法は
・4一
胆汁酸相互の量的関係を同時に知ることができ、プロフィル分析に威力を発揮
する。さらに検出手段 としてMSを 組み合わせ、個々の胆汁酸 に特徴的なイオ




のエネル ギーを持つ熱電子 を当てイオン化す るもので あり、通常、多 くのフラ
グメントイオンを生成 し、構造解析に有利である。一方、後者はメタンやイソ
ブタンな どの試薬ガスをEI法 でイオン化 し、生成 したC且5+やt-C4Hg+などの
一次イオ ンと試料分子 とのイオン 分ー 子反応 によ って生起 した[M+珂+で表され
る擬分子イオ ンを検 出す るものである。本法 によ り生 じる擬分子イオ ンは偶数
個の電子 を有 してお り安定で比較的相対強度が強 く出現 し、特定のイオンをモ
ニタリングして高感度な定量分析を行なおうとするSIM分析によ り有利な方法
である。一般 に、有機化 合物は正イオ ンを生成 しやす くこれが広 く検 出に用い
られてい る。これに対 し、ハロゲンな どを含む電子親和性の高い化合物では、
CI条件下でイオン源内に生成する低エネルギーの熱電子との衝突により負イオ
ンを生成するためこれを利用す ることができる。さらに負イオ ンを生成 しやす
い誘導体に変換 しSIM分析に付す と、バ ックグラン ドが低下し10'18mo1とい
う超高感度分析も可能 となる31)。
一方、液体は気化するとその体積が約1000倍にも達するため、その除去 と測
定対象物のイオン化の問題か ら、LCとMSの 組み合わせは困難 とされてきた。
最近、各種インターフェースの開発によ りLC!MSが実用化され、生体内微量成
分の生合成、代謝研究 に広 く利用されている。なかで も、エレク トロスプレー
イオン化(ESI)法32)、大気圧化学イオン化(APCI)法33・34)などは、イオンを帯
















第一章C27胆 汁酸の β酸化 における24、25位水 素の脱離機構
第一節 序
生体内微量生理活性物質の生合成、代謝研究において放射性な らび に安定同
位元素標 識体を用いる トレーサー法が広 く用 いられる。前者は、簡便性に優れ
るが、比活性の高い放射性同位元素を特定の位置に標識するには、特殊な設備
と高度な有機化学的手法が要求されるばか りか、取 り扱 いの上でも制約を受け
る。一方 、後者は実験室 レベルでの標識体の調製が可能であり、今 日、薬物代
謝研究の領域で広 く利用 されている。 とりわけ、重水 素標識体は酵素反応にお
ける水素原子の挙動を知る上できわめて有用な手段となる。
Kawaguchiら35)は、脂肪酸の β酸化反応 における脱水素反応の立体化学を
明らかにする方策 としてカルボキシル基の α位ならびに β位 を立体特異的に重
水素で標識 した脂肪酸を合成し、これをアシル・CoAオキシダーゼとインキュベ
ー トし、いずれの標識体からもpro・R水素がanti-eliminatonの形で立体選択的
















THCAに は 化 学 的 に25R体 な らび に25S体 の立 体 異性 体 が存在 し、いず れ もが
(24E)-A24THcAに変換 され る。従 って 、 脂肪 酸 と同 様anti・eliminatonで水 素
脱 離 が 進行 す る と仮 定す れ ば 、25R体で は24pro-Sの、ま た25S体 で は24pro・R
の水 素 が脱 離 す る こ とが 推 測 され る(Fig.4)。そ こで 著 者 は、24、25位を立 体 特
異 的 に重 水 素標 識 したTHCAを 合成 し、 これ らを基 質 と し、GCINICI.MSを用





















られるが、本 目的には、T且CAの合成中間体 として得られる △24-THCAの24




種N2且2を 炭素 炭素多重結合の還元に利用す るものであり、反応はシス付加で
進行す ることが明 らかにされている36-38)。したがって、N22H2を還元剤に用
い る と(24動・△24・THCAからは(24R,25R)・お よび(24S,25S){2125・2H2】・
T且CAが、一方、(24Z>・A24-THCAからは(24,R,25紛・および(24S,25R)一[24,25-
2H2}THCAが得 られる。本研究 目的には25Rおよび25Sの24位 重水素標識
体二種で十分な結果が得 られる こと、また、合成 中間体 として得 られる △24
THCAは24E体が主であ り、副成物の24Z体を分別再結晶によって容易に除去
可能な ことか ら(24」の一△24・T且CAを用いるジイミ ド還元によって重水素標識体
の調製を試みた(Fig.5)。
すなわち、CAよ り5工 程で得 られる(24動・△24・THCAの重 メタノール溶液
にアゾジカル ボン酸K塩 を懸濁 させ 、 これ に重水で希釈 した重水素化酢酸
(C2H3COO2H)を滴加 した。ついで反応液を減圧留去後胆汁酸 を塩酸酸性下酢
酸エチルで抽 出した。生成 した重水素標識THCAは25位 異性体の混合物であ
るが・これをカラムにRadia1-PAKC18を、移動相に0.3%リン酸緩衝液(pH7.0)/
アセ トニ トリル(20=9)を用 いるHPLCに 付 し、先に溶 出され る画分(k'値
10.5～12.7)より(25S)-THCAを、一方、あとに溶出される画分(k'値12.7--18.3)
一9一
よ り(25R)・T且CAと(24動一△24-T且CAを混 合 物 と して 得 た。 つ いで 、 後者 を移 ・
動 相 に0.3%リン酸緩 衝 液(pH7.0)1アセ トニ トリル/メタ ノー ル(6:3:7)を用 い
るHPLCに 付 し、(25R)・T且CAを単 離 した。 先 に も述 べ た ご と く、 ジイ ミ ド還
元 で は 水 素 は シス付 加 す る ことが 明 らか に され て お り、今 回調 製 した(25R)一お よ
び(25⑨一THCAは、そ れ ぞ れ24,R、24Sに2且が 導 入 され て お り、そ れ らの構 造



































THCAの 脱 水 素反 応 で 生 成す る微 量 な △24-THCAを測 定 し、基 質 分子 の 重 水
素 の保 持 や 消失 を知 る に は 、感 度 、 特 異性 に優 れ る 分 析 法 が 不 可 欠 と な る 。 先
にGotoら31,39,40)は、胆 汁 酸 のGCINICI法に種 々検 討 を加 え 、胆 汁 酸 をPFB
エ ス テ ル に誘 導 す る とき 、CI条 件 下 でPFB基 のみ 脱 離 した カル ボキ シ レー ト
アニ オ ン[M-181]一を効 率 よ く生 成 す る こ とを 明 らか に す る と とも に、SIMに よ
る10"18molレベ ルで の超 高 感度 測 定 法 を 開発 して い る 。本 法 は、 感 度 、 特 異
性 に優 れ る の み な らず 、[M-PFB]一を利 用 で き る こ とか ら17位 側 鎖 に関 す る情
報 も入 手 で き 本研 究 目的 に有利 な手 法 と考 え られ る 。
そ こで ま ず 、溶 融 シ リカ の 内面 に固 定相 を結 合 させ た 無 極性 のcross-1inked
5%phenylmethyls丑ioonefusedsilicacapi皿aryoolu皿皿を用 い 、基 質 で あ る
T且CAと 生 成 物 △24・T且CAのGC分 離 を検 討 した 。 そ の 結果 、 これ らをPFB
エ ス テ ル ・DMESエー テル に誘 導 す る とき 、両 者 は 明確 に分離 され 、しか も反 応
ガ ス にイ ソ ブ タ ン を用 い るNICI条 件下 でPFB基 の脱 離 した カル ボ キ シ レー ト
アニ オ ン[M-181】一を効 率 良 く生 成す る こ とが 判 った(Fig.6)。ちな み に これ を モ
ニ タ リ ン グ イ オ ン とす るGCISIMに お け る △24-T且CAの検 出感 度 は100fg
(200amol)とき わ めて 高 感 度 で あ っ た。
つ いで 、試 料 の ク リー ンア ップ法 、 イ ンキ ュ ベ ー ト条 件 な らび に胆 汁 酸 の測
定 手 順 を種 々 吟味 し、以 下 の よ うに設 定 した。す な わ ち、基 質(2nmol)を、4皿M
ATP、0.5mMCoAお よ び20mM硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム 存 在 下50mMト リス 塩 酸
緩 衝液(pH7.4)中、 ラ ッ ト肝 軽 ミ トコ ン ドリア画 分(蛋 白量150P9)と37。Cで
イ ンキ ュ ベ ー トした。 つ いで 、5%KOHを 加 え反 応 停 止後 、[3,7,12-1803・2且3】
CA(50ng)を内部標 準 物 質(1.S.)として加 え 、塩 酸 酸 性 下 酢 酸エ チル で 胆 汁 酸 を
抽 出後 、PFBエ ス テル ーDMESエ ー テル に誘 導 し、[M-PFB】一を モニ タ リン グ イ
・12一
オ ン とす るGCISIM分 析 に付 した。 ち な み に、 本 操 作 過 程 に お け るTHCA、
△24-THCAの回 収率 は いず れ も90%以 上 で あ り、 定 量 限 界 はそ れ ぞ れ2～5Pgt
検 体 で あ った 。
ひ きつ づ き 、 これ らの検 討 結 果 を も とに △2生T且CAの 生 成 速 度 とTHCAの
25位 水 素 脱 離 の立 体 化 学 に検 討 を加 え た。 す な わ ち 、基 質 と し て(25R)・お よ び
(25S)・THCAをそ れ ぞ れ単 独 で イ ンキ ュベ ー トし、△24.T且CAの生 成 速 度 を調
べ た。 そ の 結 果 、 両 異性 体 の △24・THCAへの 変 換 速 度 に ほ とん ど差 の な い こ と
が 判 っ た 。次 に、(24R,25R)一お よ び(24S,25S-[24,25-2H2]THCA、さ らに こ
れ ら と(25R)・あ るい は(25紛一[3,7,12・1803・2H2JT且CAの1:1混合 物 を、先 と
同様 イ ンキ ュ ベ ー トし・GCISIMにて 生成 す る[24,2S2H2]一△24.THCAを測 定
し、重 水 素 の保 持 率 を算 出 した 。そ の結 果 、25R体 で は5%、 一 方 、25S体で は
92%の重 水 素 が 保 持 され て お り(Table2)、い ず れ もpro-Rの水 素 が 立 体 選択 的
に脱離 して い る こ とが判 明 した 。 この ことか らT且CAの24、25脱 水 素 反応 に
お いて 、25R体 で は 、syn-eliminationで反 応 が 進 行 して い る の に対 し、25S体
























重水素標識 したTHCAを 合成 した。ついで、負イオン検出GC!MSと安定元素







25S体がほぼ同量存在す ることを見い出している。 これ らアミノ酸抱合体は、
T且CAがアシルーCoAシンテターゼによりCoAチオエステルへと誘導された後、






















IbuではR体 がアシル.CoAシンテターゼによりCoAチオエステル となりエ ピ
メラーゼによって⑤ ・lbuCoAチオエステルに異性化された後、水解されて再び
遊離型のIbuを生じる。このときS体 はアシル・CoAシンテターゼの基質 とな ら




























ア シル ーCoAシンテ ター ゼ は ミ ク ロソー ム画 分 に局在 し、ペル オ キ シ ソー ム画
分 には含 ま れ な い26)。この た め 、基 質 と して(25R)一お よ び(25S・THCACoAチ
オ エ ステ ル が 必 須 と な る。 そ こで 、Shahら48)の 方 法 に準 じ、(25R)一ま た は
(25S)・T且CAをそ れ ぞ れ ジ ク ロ ロ メタ ン 中 ク ロル 炭 酸 エチ ル と反 応 させ混 合 酸
無 水 物 と した 後 、CoAと 縮 合 させ 、生 成 物 をSephadex-LH-20カラム ク ロマ ト
グ ラ フィ ー で 精 製 し 目的 とす るTHCACoAチ オ エ ステ ル25位 立 体 異 性 体 を得
た(Fig.8)。




今日、LCIMSにおけるイオ ン化法として広 く用いられるESI法は、LCか ら
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が困難である。そ こで、CoAチオエステルを5%KOHに て水解 し、すでに良好
な分離条件の得 られている遊離型 として測定することとした。尚、 この水解条
件では25位の異性化は全 く認め られなかった。
ESI法が静電噴霧によりイオ ン化 を行うのに対 し、APCI法はLCか らの溶出
液を大気圧下で強制的に加熱噴霧 し、脱溶媒室でさらに微細な液滴に した後、
針電極によるコロナ放電 によって溶媒 をイオ ン化し、試料とのイオ ン分子反応
によってイオン化するものである50)。ESI法のような顕著な多価イオ ンの生成
は期待できないものの、比較的低分子で低～中極性化合物の測定 に有利 とされる。




ク トル を測 定 した と ころ、 い ず れ を用 いて も擬 分子 イ オ ン[M-H]一を相 対 強度 の
強 いイ オ ン ピー ク と して 与 え た 。 そ こ で 、 これ をモ ニ タ リン グイ オ ン とす る
selectedionmonitoring(SIM)によ り、LCIESI-MSとLC!APCI・MSによ る高 感
度 測 定 に検 討 を加 え た。移 動 相 に0.3%酢酸 ア ンモニ ウム 緩 衝液 ノメ タ ノール 混 液
を用 い 、ESI法で は移 動 相 の流 速 が100pVmin以下 と い う制限 を うけ る ことか
らカ ラ ム にCAPCELLPAKC18(5μm、150x1.Ommi.d.)、流 速50pYminで、
一 方 、流 速2.Omllminまで 使 用 可 能 なAPCI法 で はカ ラム にCosmosilsC18(5
Fm、150x4.6mmi.d.)、流 速1.Omllminで用 いTHCAの 検 出感 度 を比 較 した。
そ の 結 果 、 いず れ にお い て も、2ng(4pmol)とい う感 度 が得 られ た 。 そ こで 、
25位 異 性 体 の測 定 には 、 よ り分 離 能 の優 れ るLC∠APCI・MSを用 い る こ と と し
た(Fig.10)。一 方 、 本 酵 素 反 応 条 件 下 で の △24・T且CAの生 成 量 はpgオ ー ダ ー
で あ り、 これ を測 定 す る に は 、 本 法 の検 出感 度 で は十 分 とは言 え な い 。そ こで 、
△24-T且CAの測 定 に は 前 章 のGCINICI.MSを 用 い る こ と と し 、 本 法 と
LC!APCI・MSとを併 用 しペ ル オ キ シソー ム画 分 にお け るTHCACoAチ オエ ス














で抽出し・その一部をPFBエ ステルーDMESエー テル に誘導 し、[M-PFB】一を




まで経時 的に増大し、脱水素反応では両異性体の変換 速度に明確な差 は認めら
れなかった(Fig.11A)。一方、異性体比は反応開始5分 後にはほぼ1:1に 変化
してお り・いずれの基質も異性化が素早く進行 していることが判 った(Fig.11B)。
因みに、加熱処理 したペルオキシソーム画分では脱水素ならびに異性化いずれ
の反応も認め られなかった。
次に、本異性化の様相をさらに詳細に検討すべ く反応時間を5分 間 とし、蛋
白量にして12.5・-100P9のペルオキシソーム画分を用い蛋白の濃度変化に伴 う
異性化率 を測定 した。その結果、いずれの基質も、蛋 白量に依存 して異性化率
が増大することが判明 した(Fig.12A)。さらに、25μgのペルオキシソーム画分
を用いて経時的変化を追跡 した ところ、両異性体 とも反応開始5分 後より異性
化が認め られ、30分後までにほぼ平衡に達し、 しかも、その比はわずかなが ら





























































































このときS体 はアシルーCoAシンテターゼの基質 とな らず、結果的にR体 か ら活
性本体であるS体 への一方的な変換が起 こるというものである。Shiehら52)
は、ミ トコン ドリアおよびサイ トゾルより2一アリルプロピオニル・CoAエピメラ
ーゼを精製 し、これによる(R)一および⑤ 一lbuCoAチオエステルの異性化反応 に
検討を加え、平衡時における(R)・および(S)一両異性体比がR体 優位であり、しか
も補酵素を必要としないことを明らかにしている。また、Schmitzら53)は、ラ
ッ ト肝 よ り精製 した異性 化酵 素 α一メチル ア シル・CoAラセ マーゼが 、2-
methylmyristicacid、pristanoicacidなどの分岐脂肪酸のみ らず、Ibuおよ
びTHCAのCoAチ オエステルの異性化反応を触媒 し幅広い基質スペク トルを
持つことを示 している。 さらに本異性化酵素活性が ラット肝ではミ トコン ドリ
ア画分に、一方、ヒト肝 ではミトコン ドリアおよびペルオキシソーム画分に認
め られることを報告している54)。今回得 られたTHCACoAチオエステルの異





























を用いて もそれ らの異性体比が、IbuCoAチオエステル濃度の増大 とともに減






















位異性体 の一方のみが脱水素反応の基質 とな り、他方 は異性化された後に脱水
素反応を受ける結果、見 かけ上、水素脱離機構が異な るというもので ある。そ
こで、脱水素反応の基質選択性 を明らかにする目的で、モル比30倍 の(R)一また
は⑤ 一lbuCoAチオエステル存在下インキュベー トし、△24.TI{CAの生成量を
















































がラッ ト肝ペルオキシソーム画分にお いて酵素的に異性化 され、 しか も、その
様相が2一ア リルプロピオ ン酸系抗炎症薬のそれ と酷似していることを明らかに
した。ひきつづき、IbuCoAチオエステルによる本異性化反応への影響に吟味
を加え、(R)-lbuCoAチオエステルがS体 に比 し、本異性化反応 を優位に強 く阻
害する ことを明 らかにした。 さらに、異性化反応阻害時における △24-THCA生
成の様相 に検討を加え、脱水素反応においては(25S)・THCACoAチオエステル
が基質 とな ることを指摘 した。す なわち、(25S)・THCAの脱水素反応は、脂肪








エステルの7:3混 合物をウサギ肝より精製 したアシル・CoAオキシダーゼ とイ
ンキュベー トし、生成物のアルカ リ加水分解物を放射活性検出HPLCで 分離 し
て得たクロマ トグラムを基質のそれ と比較 し、25、S体が優位に減少 しているこ
とから、25S体が基質 となると結論している。また、1996年、VanVeldhoven
ら56)は【26・14C}THCACoAチオエステルを基質として、ラット肝アシル.CoA
オキシダーゼを酵素源 に用いて検討を加え、同様の結果 を得ている。 しかしな
が ら、放射性同位元素標識体 を用いる トレーサー法は構造に関する情報が乏し
く、しかも基質として物理化学的に酷似するTHCA25位立体異性体を混合物と




なかでも、標識体 と非標識体の等量混合物 を用いる手 法は薬物の体内動態を同
時に知る ことができ、薬物のみな らず代謝物の定性、定量に威力を発揮 してい













酵素反応の トレーサーに用いる安定同位元素標識体 としては、標識 位置が明
確で、標識純度が高く、 しかも化学的 に安定で標識元 素が種々の実験 条件下で
も脱離せず、また同位体効果が小さいなどの条件を兼ね備えていることが必須








汁酸のステロイ ド核上水酸基への180標 識法を考案するとともに、調 製した
180標識胆汁酸のPFBエ ステルーDMESエー テルへ の誘導が生体 試料 中微量胆








素の交換 反応に付 した。っいで、水素化ホウ素ナ トリウムで還元 し[3,7,12・
1803}THCAの25位異性体混合物を得た。ひきっづき、カラムにODS系 の
一32一
PRODIGY50DS-2(5レm、150x4.6mmi,の、移 動 相 に0.3%リン酸緩 衝 液
(pH7.0)1アセ トニ トリル(20:9)混液 を用 い る 且PLCに 付 しTHCA25位 立 体 異
性 体 を分離 精 製 した 。 これ ら180標 識体 の標 識 率 をLC∠APCI-MSにて求 め た
と ころ 、 いず れ の異 性 体 にお い て も180が3個 、2個 、1個 導 入 さ れ た もの が 、
そ れ ぞ れ 、87.5%、11.8%、0.6%であ り、 非 標 識 体 の混 在 は111000以下 で あ っ
た(Table3)。そ こで これ らを第 二 章第 二 節 の 方 法 に準 じ、 混 合 酸 無 水 物 法 に よ
りCoAチ オ エ ス テ ル に誘 導 した。 そ の 構 造 は 、ESI.マス ス ペ ク トル にお いて
m/z602に二 価 イ オ ン[M-2H]2'が、 一 方 、皿/z1204に分 子 量 に相 当す る一 価 イ











































調製 した180標 識 体 は180が3個 、2個 、1個 導 入 され た もの の混 合 物 で あ
る 。 この た め 、 これ ら を ト レー サ ー と して 用 い る とき 脱 水 素 成 績 体[1803]・
△24.T且CAと2個の180を 保 持 した未 変 化基 質[1802}THCAが同一 の 質 量 数
とな りMSで は分 離 で き な い。 した が って脱 水 素 反 応 を精 緻 に解 析 す る に は こ
れ らのLC分 離 が 必 要 とな る。そ こで 、(25R)一お よ び(25S)-THCAと△24-T且CA
のLC分 離 に種 々検 討 を加 え た。そ の結果 、カ ラム にPRODIGY50DS-2(5pm、
150x4、6mmi.d.)、移 動 相 に50mM炭 酸 水 素 ア ンモ ニ ウ ム緩 衝液(p且7.85)/メ


































































でインキュベー トし、生成する △24体の量をLC/APCI-MSにて経時的に測定 し
た。その結果、いずれの場合 も25S体からのみ △24体を与え、しかも、その生
成量はインキュベー ト時間とともに直線的に増大 し、25R体か らの △24.THCA
の生成は認められなかった。また、標識体 と非標識体の関係を逆 にした場合 も




標識体の1:1混 合物を同一条件下インキュベ 一ートし反応液 中のTHCAお よび
一36一


































































































テルの1:1混 合物を基質 として用い、ラッ ト肝よ り部分精製 したT且CA-CoA
オキシダーゼ と37。Cでインキュベー トし、生成する △24体の量をLC/APCI・




同位体効果は認められなかった。 これ らの結果 は、THCACoAチオエステルの
24、25位脱水素反応では、25R体は基質とな らず、25S体のみが基質 となるこ
とを示す ものである。先にVanVeldhovenら55)は、THCACoAチオエステル
の25位異性体混合物を用 いラッ ト肝よ り、他方、Pedersenら56)は、ウサギ肝
よりTHCA・CoAオキシダーゼを精製 し、△24体の生成に伴い25S体のみを減







明を目的として、二重結合 に対するジイミ ド還元 の立体選択性に着 目し、24、
25位に立体特異的に重水素を標識した(25R)・および(25紛一THCAを合成 した。
ついで、本重水素標識体 を基質 として用いる トレーサー法 とGCIMCI・MSとを
組み合わせ、 ラット肝軽ミ トコン ドリア画分におけるTHCAの24、25位 水素
脱離機構に検討を加え、(25R)一および(25S)-THCAいずれか らも24pro-Rの水














オキ シダーゼの基質選択性 を実証すべ く、180標識(25R)・および(25S)・THCA
CoAチオエステルを合成 し、これ らを非標識antipodeとの1:1混 合物を基質
として用い、ラット肝よ り部分精製 したアシルーCoAオキ シダーゼによる脱水素
反応 をLC/APCI・MSによって検討し、THCACoAチオエステルの24、25位脱
水素反応では、25S体が基質となることを明 らかにした。





























高速 液 体 ク ロマ トグ ラ フ は 、Waters社製510solventdeliverysystemに検 出
器 と して 日本 分 光875・UVspectrophotometerを装着 して 用 い た。 カ ラム は 、
第 一 章 で はRadial-PakC18(10pm、100mmx8.Ommi.d.、Waters社製)、
第 二 章 で はCosmoSilsC18(5pm、150mmx4.6mmi.d.、ナ カ ライ テ ス ク社
製)、第 三 章 で はPRODIGY50DS・2(5pm、150mmx4.6mmi.d.、Phenomenex
社 製)を使 用 した 。
ガ ス ク ロマ トグ ラ フ/マス ス ペ ク トロメー タ ー は 、 デー タ処 理 装 置付 きVG社
製 四 重極 型MM12030に 且ewlettPackard社製HP5790Aガス ク ロマ トグ ラ フ
を装着 し用 い た 。 カ ラム に は 、cross-1inked5%phenylmethylsiliconefused-
silicacapi皿arycolumn(20mxO.3mmi.d.、J&W社製)を、 キ ャ リア ガ ス に
Heを 線 速 度70cmlsecで使 用 した 。試 料 の ガ ス ク ロマ トグ ラ フへ の注 入 に は 、
VandenBerg型ソル ベ ン トレス イ ンジ ェ クタ ー を用 い、 イ ンジ ェ ク ター 及 び カ
ラム オ ー ブ ン温 度 をそ れ ぞ れ 、290。C、295。C、に設 定 した。 イ オ ン化 電 圧 は
70eV、イ オ ン源 温 度 は270。Cに 設 定 し、 反応 ガ ス にイ ソ ブ タ ン を用 いた 。
液 体 ク ロマ トグ ラ フ1マス ス ペ ク トロ メー ター は 日立M.1200且 お よ びM-
1000Hを使 用 した。THCACoAチ オ エ ス テ ル お よびIbuCoAチ オ エ ス テ ル の
ESI一マ ス ス ペ ク トル 測 定 に は 、M-1200HにESIシ ス テ ム を装 着 し、 ネ ブ ライ
ザ ー ガ ス 温度 を130。C、流 速50pllminに設 定 し、 フロー イ ン ジェ ク シ ョ ンモ
ー ドで測 定 した 。第 二 章 で はM-1000HにESIあ るい はAPCIシ ス テ ム を 装着
して用 い た。ESIモ ー ドで は べ ー ポ ライ ザ ー 温 度 を130。Cに、 ドリフ ト電 圧 を
一90Vに設 定 し、 カ ラム にODS系 のCAPCELLPAKC18UG120(5pm、150
mmx1.Ommi.d.、資 生 堂 社 製)、 移 動 相 に0.3%酢酸 ア ンモ ニ ウ ム(p且7.0)/メ
・43一
タ ノー ル(2:5、vlv)を流速50P1!皿inで使 用 した(第三 節)。APCIモー ドで は、
ベ ー ポ ライ ザ ー 及 び デ ソル ベ ー タ ー 温 度 を130。C、399。Cに、 ドリ フ ト電 圧 を
一90Vに設 定 し、 カ ラム にODS系 のCosmosil5C18(5pm、150皿mx4.6mm
i.d.)、移 動 相 にo.3%酢 酸 ア ンモ ニ ウム(pH7.o)1メタ ノー ル(1:3、v/v)を用 い、
流 速1.Omllminで使 用 した(第三 節 お よび 第 四節)。
第 三 章 で は 、M・1000HにAPCIシス テ ム を装 着 し、ベ ー ポ ライ ザ ー 及 びデ ソル
ベ ー タ ー 温 度 を160。C、399。Cに、 ドリフ ト電 圧 を一70Vに設 定 し、 カ ラム に
ODS系 のPRODIGY50DS・2(5pm、150mmx4.6mmi.d.)を、 移 動 相 に50
mM炭 酸 水 素 ア ンモ ニ ウム(P且7.85)1メタ ノー ル(1:3、v/v)を用 い 、流 速1.O




CM.LH-2058)は、既 報 に従 い 当教 室 で調 製 した もの を用 いた 。チ トク ロー ムC、
牛 血 清 ア ル ブ ミ ン(BSA)はSigma社、補 酵 素A(CoA)は ライ フテ ツ クオ リエ ン
タ ル社 、 エ チ レ ンジ ア ミ ン四 酢 酸(EDTA)、ジチ オ ス レイ トー ル(DTT)、アデ ノ
シ ンー5'・三 リ ン酸(ATP)、フ ラ ビ ンアデ ニ ン ジヌ ク レ オ チ ド(FAD)、ベ ンズ ア ミ
ジ ン、フ ッ化 フェ ニル メチ ル ス ル ポ ニ ル(PMSF)、p一トル エ ンスル ホ ニ ル ・L一フェ
ニ ル ア ラニ ン ク ロ ロメ チ ル ケ トン(TPCK》お よ び ヒ ドロ キ シ ル ア パ タイ トは ナ
カ ラ イ テ ス ク 社 、(R)一お よ び ⑤ 一イ ブ プ ロ フ ェ ン はResearchBiochemical
Intemational社よ り購 入 した も の を使 用 した 。 ジ メチ ル エ チル シ リル(DMES)
イ ミダ ゾー ル 、ペ ンタ フル オ ロベ ン ジル(PFB)プロ ミ ド、ジイ ソプ ロ ピル エチ ル





試 料 に5%(v!v)PFBプロ ミ ド/アセ トニ トリル(60pl)およ び(10μ1)を加 え 、37
。Cで40min加 温 。 つ いで ・ メタ ノー ル1アセ トニ トリル(1:1、vlv、500pl)を
加 え 、 過 剰 の試 薬 を分 解 後 、N2気 流 下 溶 媒 を留 去 し、1%(vlv)ピリジ ン1n一ヘ キ
サ ン(50μ1)とDMESイミダ ゾール(50pl)を加 え 、60。C、1hr加 温 。 つ いで 、
1%(vlv)メタ ノー ル1n・ヘ キ サ ン(100叫)を加 え過 剰 の 試 薬 を分解 後 、N2気 流 下
溶 媒 を留 去 。残 渣 を1%ピ リジ ン1n・ヘ キサ ンに溶 解 し、ガ ス ク ロマ トグ ラ フ に注
入 。
蛋 白の定 量
BSAを 対 照 と してLowry法65)およ びBradfbrd法66)にて定 量 した 。
第一章第二節 付属実験
(24R,25R)・お よ び(24S,25紛一[24,25・2H2]-T且CAの調 製
(24E)-A24-THcA(15mg)を重水 素化 メ タ ノー ル(C2且302H、4ml)に溶 解 後 、
N2気 流 下 ア ゾ ジカ ル ボ ン酸K塩(3 .2g)を加 え 室 温 で 撹 搾 。つ い で重 水 素 化 酢 酸
(C2H3COO2且、1.4ml)と重 水(2且20、1.4ml)の混 合 物 を徐 々 に滴 加 。 反 応 液
の黄 色 が 消 え た後 、減 圧 下 溶 媒 を留去 。5%塩 酸 で 酸 性 と した後 、 酢 酸 エ チ ル で
抽 出 し、水 で洗 浄 後 、N2気 流 下溶 媒 を留 去 。残 渣 を 、カ ラム にRadial-PakCIS
を・移 動 相 に0.3%リン酸 緩 衝液(pH7.0)1アセ トニ トリル(20:9、v!v)を用 い る
HPLCに 付 し・k'値6・8・10.0の溶 出画 分 よ り(24S,25紛{24,25・2H2]-THCAを得 。
一45一
つ い で 、k'値10.0-15.8の溶 出 画 分 を濃 縮 後 、0.3%リン 酸 緩 衝 液(pH7.0)1アセ ト
ニ ト リル1メ タ ノ ー ル(6:3:7、vlv/v)を移 動 相 とす るHPLCに 再 度 付 し 、k'値
9.0-11.3の溶 出 画 分 よ り(24jR,25R){24,25・2H2}THCAを得 。
第一章第三節 付属実験
ラ ッ ト肝 軽 ミ トコ ン ドリア画 分 の調 製67・68)
Wistar系雄 性 ラ ッ ト(150～200g)より得 た肝(湿重 量(w.w.)6～10g)を、150
mMKCI溶 液 にて 洗 浄 後 、3倍量(vlw)の緩 衝 液A(250mMシ ョ糖 、1mMEDTA、
1mMDTTを 含 む10mMト リス!塩酸 緩衝 液(pH7.4))でホモ ジナ イ ズ 。900xg、
10min遠心 後 、上 清 を4,900xg、10min遠心 し、 重 ミ トコ ン ドリア画 分 を除
去 。 上清 を24,000xg、10min遠心 し、得 られ た 沈 澱 を3倍 量 の 緩 衝 液B(150
mMKC1、1mMEDTA、1mMDTTを 含 む10mMト リスノ塩 酸 緩 衝 液(pH7.4))
に懸濁 。これ を 同様 遠 心 し、軽 ミ トコ ン ドリア画 分 を得 。緩 衝 液Aに1gw.w.1皿1
にな る よ うに分 散 させ 、 冷 凍 保 存 。 尚 、操 作 は全 て0～4。Cに て行 っ た。
水 素脱 離 機構 の検 討
基質(2皿mo1)を、250mMシ ョ糖 、4mMATP、0.5mMCoA、20mM硫 酸
マ グネ シ ウ ム を含 む50mMト リス1塩酸 緩 衝 液(pH7.4、450P1)に溶 解 し、37。C、
10minプレイ ンキ ュベ ー ト後 、 ラ ッ ト肝 軽 ミ トコ ン ドリア画 分(50pl、150pg
protein)と37。Cでイ ンキ ュ ベ ー ト。5%KOH(500pl)を加 え反 応 停 止 後 、氷 冷
下 内部 標 準 物 質 と して[3,7,12-1803}CA(50ng)を添 加 後 、HCI酸 性 と し酢 酸 エ
チ ル(1m1)で抽 出。N2気 流下 濃 縮後 、残渣 をPFBエ ステ ル ーDMESエー テル に
誘 導 しGCIMS分 析 に付 した 。
一46一
第二章第二節 付属実験
(25R)一お よび(25S)・T且CACoAチオ エ ス テ ル の合 成48)
(25R)一お よび(25S)・THCA(5mg)をそ れ ぞ れ ジ ク ロ ロメ タ ン(1ml)に溶 解 し、
Y一コ リジ ン(4μ1)およ び ク ロル 炭 酸 エチ ル(1pl)を滴 加 し、 室 温 で2hr撹 搾 。N2
気流 下 溶 媒 を留去 し、残査 をテ トラ ヒ ドロ フ ラ ン(THF、1ml)に溶 解 し、CoA(10
mg)の水 溶 液(1ml)に滴 加 し、1M水 酸 化 リチ ウム でpH8と し、室 温 で15min
撹 搾 。12%過 塩 素酸 でpH4に 調 製 後 、N2気 流 下THFを 留去 し、 ジエ チ ル エ
ーテ ル で3回 洗浄 。 水 層 をSephadex・LH・20に付 し、50%メタ ノー ル で溶 出。
目的 物 を無 色無 晶形 物 と して得 。ESI-MSm/z:599[M・2H]2-、1198[M-H]一。
第二章第三節 付属実験
ラ ッ ト肝 ペ ル オ キ シ ソー ム画 分 の調 製69)
Wistar系雄 性 ラ ッ ト(200～250g)より得 た 肝(湿重 量(w.w.)7～12g)を、 生 理 食
塩 水 にて 洗 浄 後 、3倍 量(vlw)の緩衝 液A(250mMシ ョ糖 、0.2MEDTAを 含 む
10mMト リス1塩酸 緩 衝 液(P且7.4))でホ モ ジ ナ イ ズ 。1,000xg、10min遠心後
上 清 を さ ら に3,300xg、10min遠心 し、重 ミ トコ ン ド リア画 分 を除去 。上 清 を
12,500xg、20min遠心 し、得 られ た 軽 ミ トコ ン ドリア 画 分 を緩 衝 液Aに1
gw.w.lm1にな る よ うに分 散 させ た。 つ いで 、 グ リシル グ リシ ン緩 衝 液(pl{7.2)
で 作 成 した シ ョ糖 溶 液 を濃 度 が 下 層 か ら53.9%(wlw、5m1)、45.8%(wlw、7.5
ml)、37.4%(wlw、7.5ml)、23.2%(w/w、5m1)とな る よ うに遠 心 チ ュ ー ブ(89mm
x25mmi.d.)に重 層 して 不 連 続 シ ョ糖 密度 勾 配 を作 成 後 、そ の上 に ラ ッ ト肝 軽
ミ トコ ン ドリア画 分(2ml)を重 層 し、62,800xg、2hr遠心 後 、遠 心 チ ュー ブ の
.47一
底 に18Gの 注 射 針 で 穴 を 開 け 、
0～4。Cで行 っ た 。
1.5m1ずつ分 画 し た。 尚、 以 上 の 操 作 は全 て
カ タ ラー ゼ活 性 の測 定70)
50mMリ ン酸緩 衝液 ΦH7.0、740pl)と0.15%過酸 化 水 素(50pl)を石 英 キ ュ
ベ ッ トに取 り、酵 素試 料(10pl)を加 え撹 搾後 、250nmの 吸 光度 の減 少 を測 定。
酵 素活 性 は反 応 の直 線 領 域 にお け る、1分 間 の吸 光 度 の 変 化 を △ODと し、1分
間 に1mmo1の 基 質 の変 化 を触 媒 す る酵 素量 を1酵 素 単位(U)として 、次 式 よ り
算 出 した 。
U(mmo1/min)=AOD/4.5(mM-1cm・1)★xO.8(ml)
★250nmにお け る過 酸 化 水 素 の分 子 吸光 係数
チ トク ロー ムCオ キ シ ダー ゼ 活 性 の測 定71)
50mMリ ン酸 緩 衝 液(pH7.0、75叩1)と0。5mM還元 型 チ トク ロー ムC(33pl)
を石 英 キ ュベ ッ トに取 り、酵 素 試 料(10pl)を加 え 撹 搾 後 、550nmの 吸光 度 の減
少 を測 定 。酵 素活 性 は次 式 よ り算 出 した 。
U(mmoYmin)=△OD118.5(mM-1cm-1)★xO.8(ml)
"550nmにお け る還 元 型 お よび 酸 化 型
チ トク ロー ムCの 分 子 吸光 係 数 差
異 性 化 お よび 脱 水 素 反 応 の 検 討
基 質(12.5nmol)を、15pMFADを 含 む100mMト リス/塩酸緩 衝 液(pH7.0・
450μ1)に溶 解 し、25。C、10minプ レイ ンキ ュベ ー ト後 、 ラ ッ ト肝 ペ ル オ キ シ
ソ ーム 画分(0～100pgprotein)と25。Cでイ ンキ ュ ベ ー ト。5%水 酸化 カ リウ ム
(500pl)を加 え反 応 を停 止 後 、 内標 準 物質 とし て[3,7,12-1803・2H31コー ル 酸 を
一48一
添 加 し、塩 酸 酸 性 と した後 、酢 酸 エチ ル(700plx3)で抽 出 。N2気 流 下 溶媒 留去
後 、一 部 をLCIAPCI-MSによ る直 接 分 析 に付 し、他 の一 部 をPFBエ ス テ ルー
DMESエ ー テ ル に誘 導後 、GCINICI-MS分析 に付 した。
第二章第四節 付属実験
(R)・お よ び ⑤ ・イ ブ プ ロ フ ェ ンCoAチ オ エ ス テ ル の合 成
(R)・また は ⑤ ・イ ブプ ロ フ ェ ン(各3mg)をそ れ ぞ れ ジク ロ ロメ タ ン(1ml)に溶
解 し、'Y・コ リジ ン(4pl)およ び ク ロル 炭 酸 エ チ ル(1pl)を滴 加 し、室 温 で2hr撹 搾 。
N2気 流 下 溶 媒 を留去 し、 残 査 をTHF(1m1)に溶 解 し、CoA(10mg)の水 溶 液(1
m1)に滴 加 し、1M水 酸 化 リチ ウム でpH8と し、室 温 で15min撹 搾 。12%過
塩 素酸 でpH4に 調 製 後 、N2気 流下THFを 留 去 し、 ジエ チ ル エ ー テル で3回
洗 浄。 水 層 をSephadex・LH-20カラム ク ロマ トグ ラ フ ィー に付 し、50%メ タ ノ
ール で溶 出。目的 物 を無 色 無 晶形 物 と して 得 。ESI-MSm/z:477[M-2H]2・、954
[M・H]層。
異 性 化 お よ び 脱水 素 反応 の 検 討
基 質(12.5nmol)およ び(R)・また は⑤ 一IbuCoAチオ エ ステ ル(O-375nmol)を、
15μMFADを 含 む100mMト リス/塩酸 緩 衝 液(P且7.0、450μ1)に溶 解 し、25。C、
10minプレイ ンキ ュベ ー ト後 、 ラ ッ ト肝 ペ ル オ キ シ ソ ーム 画 分(25pgprotein)
と25。cで10minイ ンキ ュ ベ ー トし、第 二 章 第 二 節 付 属 実 験 と 同様 の方 法 に従





解 し、CM・LH・20(Kfbm1,10g)を充 填 した カ ラム に通 導 。 同液(100ml)で溶 出
し、K塩 を無色 針 状 晶 と して得 。減 圧 下 、110。Cで10hr乾燥 後 、H2180(200
pl)に溶 解 し、90。C、50hr加温 。 反 応 液 に水 素化 ホ ウ素 ナ トリウム(4m9)を加
え 、 冷却 下撹 搾 後 、 反応 液 に5%且C1(1ml)を加 え 、 酢 酸 エ チ ル で抽 出 。N2気
流 下 溶媒 を留 去 し、目的 とす る[3,7,12-1803}T正{CA25位異 性体 混 合物 を無 色 油
状 物 と して得 。 つ いで 、 カ ラム にRadia1-PakC18を、 移 動 相 に0.3%リン酸 緩
衝 液 Φ且7.0)!アセ トニ トリル(20:9、vlv)を用 い るHPLCに 付 し、k'値6.8-10.0
の溶 出画 分 よ り(25紛・[3,7,12-18031・THCAを、k'値10.a15.8の溶 出画 分 よ り
(25R)一[3,7,12・1803}THCAを得 。
(25R)一お よ び(25S){3,7,12-1803】-T且CACoAチオ エ ス テ ル の 合成
(25R)一お よ び(25S)-13,7,12-1803]-THCA(各5mg)より、 第 二 章第 二 節 付属 実
験 と同様 の 反応 に付 し 目的 とす るCoAチ オエ ステ ル を 得 。ESI・MSm/z:602
0M-2H]2-、12040旺一H】一。
ア シル・CoAオキ シダ ー ゼ の精 製
ア シル ーCoAオキ シダ ーゼ は、Schepersら59)およ びPedersenら56)の方 法
を一 部 改 変 しラ ッ ト肝 よ り調 製 した 。す なわ ち、一 夜 絶 食 させ たWistar系雄 性
ラ ッ ト(150～2009)より得 た 肝(湿重 量(w.w.)7～129)を、 生 理 食塩 水 にて 洗 浄 後 、
3倍 量(vlw)の緩 衝 液A(250mMシ ョ糖 、1mMEDTA、1mMDTTを 含 む10
mMト リス/塩酸 緩 衝液(pH7.4))でホ モ ジ ナイ ズ 。3,300xg、10min遠心 し、
一50・
上 清 を さ らに12,500xg、20mil1遠心 し、得 られ た沈 澱 を緩 衝 液B(1mMEDTA、
10μMFAD、5mMベ ンズ ア ミ ジ ン、200pMフ ッ化 フ ェニ ル メ チル スル ホ ニ
ル 、50pMp一 トル エ ンス ル ホ ニ ル ーL一フ ェニ ル ア ラニ ンク ロ ロメ チ ル ケ トンを含
む20mMニ リ ン酸 緩 衝 液(P且9.0)に懸 濁 した。つ いで 、超音 波 処 理(1min)後、
1Mリ ン酸 二 水 素 カ リウム でpH7.5と し、100,000xg、1hr遠心 し、 上 清 に
FAD(25pM、終 濃 度)、硫 酸 ア ンモ ニ ウム(10%飽和 、終 濃 度)を加 え撹 搾 。つ い
で 水 浴 中で55。C、15min加温 、撹 搾 後 、0。Cに 冷却 した 。 これ を15,000xg、
15min遠心 し、 上 清 に、硫 酸 ア ンモ ニ ウム(45%飽和 、 終 濃度)を加 え 、0。C、
15min撹搾 後 、 同様 遠 心 し、沈 渣 を緩 衝 液(10μMFADを 含 む20mMリ ン酸
緩 衝 液(pH7.5))に溶 解 し一20。Cで保 存 。室 温 で融 解 した 酵 素源 を20mMリ ン酸
緩 衝 液(pH6.8)で置 換 したPD-10脱塩 カ ラム に通 導 、同緩 衝 液3.Omlで溶 出 。
これ を ヒ ドロキ シル アパ タ イ トカ ラム ク ロ マ トグ ラ フィー(130mmx15mm
i.d.)に付 し、20mMリ ン酸緩 衝 液(P且6.8)(50m1)にて非 吸着 タ ンパ ク を溶 出後 、
100mMリ ン酸 緩 衝 液(pH6.8)で溶 出 し、2.5mlずつ分 画 。脱 水 素 活 性 の認 め ら
れ る画 分(tota125ml)をFugi・SepPES・10を用 い る限 外 濾 過 にて3.Omlに濃 縮
後 、Sephac■ylS・200且R(850mmx15mmi.d.)を用 い るゲル ろ 過 に付 し、250
mMNaClを 含 む10mMリ ン酸 緩 衝 液(pH6.8)(流速O.5mYmin)で溶 出。1.Om1
ず つ 分 画 し、T且CACoAチ オ エス テル の脱 水 素 活 性 お よ び異 性 化 活 性 を測 定 。
55・65mlの画 分 を集 め 、 先 と同様 限 外 濾 過 にて2.Omlに濃 縮 。 つ い で 、PD-10
にて10pMFADを 含 む20mMリ ン酸 緩 衝 液(pH7.5)に置 換 し一20。Cで保 存 。
ア シル ーCoAオキ シ ダ ーゼ の基 質 選 択 性 の検 討
基 質 を ・15μMFADを 含 む100mMト リス1塩酸 緩 衝 液(pH7.0、450pl)に溶
解 し・37。C、10minプレイ ン キ ュ ベ ー ト後 、部 分 精 製 酵 素(12.5PgProtein)と
37。Cでイ ンキ ュベ ー トし、5%水酸 化 カ リウム(500P1)を加 え反 応 を停 止後 、1.S.
一51一
と して[3,7,12-1803・2H3]・CAを添 加 し、塩 酸 酸 性 と した 後 ・酢酸 エ チル(700pl

















































































































































































































































































































頁 行 誤 正
28 Fig.15 B=(25」豊)唇THCACoA
thioesteralone
B=(25E}・THCACoA
thioesteralone
